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PROCEDE DE MULTIPLICATION DE CELLULES SOUCHES 

La presente invention a pour objet un proced6 de multiplication de cellules 
souches. L'invention a notamment pour objet un proc6de permettant a la fois de 
multiplier rapidement lesdites cellules souches et de les maintenir dans un &at 
indifferencie. 

Les cultures actuelles qui permettent le maintien des cellules souches dans un etat 
indifferencie, et notamment des cellules souches hematopoietiques, et/ou les 
multipliant, sont des cultures a long terme dans lesquelles les cellules se divisent tres 
lentement. Plus particulierement, les cultures permettant par exemple un 
autorenouvellement (une multiplication a l'identique) de cellules souches, notamment de 
cellules souches h6matopoietiques, sont uniquement des cultures sur stroma medullaire, 
ou des cultures a multiplication lente, en V absence de stroma medullaire. 

S'agissant plus particulierement des cultures k long terme sur stroma medullaire, 
on peut citer les cultures de type Dexter, dans lesquelles les cellules souches, 
notamment les cellules souches hematopoT&iques, se d6veloppent sur un stroma 
medullaire, ce qui permet de n'utiliser que peu de cytokines mais entraine une division 
lente des cellules (et done une multiplication lente des cellules) en presence d'un 
melange de progeniteurs avec des cellules matures hematopoietiques et stromales. 

De plus, contrairement & ce qui se passe chez la souris, il n 9 y a pas de maintien a 
long terme chez Thomme de cellules souches sur stroma. 

S'agissant des cultures a long terme, en Fabsence de stroma medullaire, on peut 
mentionner le systeme de culture de Piacibello. Dans ce syst&ne de culture (Piacibello 
et al. 1997 Blood), les cellules CD34 + contenant des cellules souches hematopoietiques 
sont ensemencees a 20000 cellules par ml, et chaque semaine la moitie de la culture est 
prelevee et remplacee par du milieu frais. Apres deux semaines, le nombre de cellules 
double a un rythme de une fois par semaine, sur plusieurs mois. Pendant les deux 
premieres semaines de la culture de Piacibello, il y a une forte perte des cellules CD34 + 
qui se stabilisent a moins de 2%. 

Ainsi, les cultures actuelles sont peu compatibles avec une production a des fins 
cliniques ou biotechnologiques de cellules souches maintenant leur caractere 
indifferencie et multipotent. 

Par ailleurs, a ce jour on ne connait pas d'inhibiteur de la differenciation de 
cellules souches permettant un autorenouvellement continu satisfaisant. 



L'un des principaux buts de l'invention est de proposer un procede de culture de 
cellules souches permettant d'obtenir, rapidement et en quantite importante, des cellules 
souches humaines dans un etat indifferencie. 

L'un des buts de l'invention est de proposer un procede rapide de culture de 
cellules souches, sans stroma medullaire, et permettant de r6duire les volumes de 
culture. 

L'un des autres buts de l'invention est d'utiliser les cellules souches ainsi 
obtenues pour reconstituer des tissus et des organes k transplanter. 

L'invention a pour objet l'utilisation d'un inhibiteur du developpement cellulaire 
de fa9on controlee pour maintenir l'etat indifferencie de cellules souches, notamment de 
cellules souches humaines, tout en permettant leur division cellulaire. 

La pr6sente invention ddcoule de la decouverte faite par les Inventeurs que, dans 
certaines conditions, un inhibiteur du developpement cellulaire peut etre egalement un 
inhibiteur de la differentiation cellulaire de cellules souches. A ce titre, le TGF-P 
(« transforming growth factor » (facteur de croissance transfonnant)), pr6alablement 
connu comme un inhibiteur du developpement cellulaire r de cellules souches, et 
notamment de cellules souches hematopoi6tiques ou prog6niteurs primitifs 
hematopoietiques se revele $tre, selon l'invention, un inhibiteur de la differenciation 
cellulaire. 

L'expression « inhibiteur du developpement cellulaire » englobe a la fois toute 
substance inhibant la proliferation cellulaire et/ou la croissance cellulaire, et/ou la 
differenciation cellulaire. 

L'expression « inhibiteur de la proliferation cellulaire ». signifie egalement 
inhibiteur de la division cellulaire, ou inhibiteur du cycle cellulaire. 

L'expression « utilisation d'un inhibiteur du developpement cellulaire de fa9on 
controlee » signifie que T inhibiteur du developpement cellulaire est utilise de fa?on 
modulable afin de permettre : 

(a) la division cellulaire des cellules souches lorsque celle-ci est souhaitee, tout en 
maintenant l'6tat indifferencie desdites cellules souches au cours ou k la fin de la 
division cellulaire, ou, 

(b) l'inhibition du developpement cellulaire des cellules souches lorsque celui-ci 
est necessaire pour inhiber la differenciation cellulaire desdites cellules souches. 

L'expression « utilisation d'un inhibiteur du developpement cellulaire de fa9on 
controlee » signifie, en d'autres termes, que l'inhibiteur du developpement cellulaire 
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peut etre utilise dans des conditions telles que les cellules souches sont sorties de leur 
etat de repos afin de se diviser, dans des conditions controlees empechant la 
differenciation. 

L'expression « cellules souches » signifie cellules immatures, ou bien cellules non 
5 differenciees (ou indifferenciees), ou bien cellules primitives, ou bien cellules 

pluripotentes ou cellules multipotentes. 

Les cellules souches avantageusement utilisees selon l'invention sont des cellules 
souches humaines choisies dans le groupe constitue par les cellules souches 
embryonnaires a Torigine des cellules souches somatiques, et/ou les cellules 
10 souches/progeniteurs somatiques elles/eux memes a l'origine du sang et/ou de differents 

tissus solides tels que la peau, le foie, le pancreas, le coeur, le rein, l'os, ou du tissu 
nerveux. 

L'expression « cellules souches embryonnaires a Porigine des cellules souches 
somatiques » est definie par exemple comme une cellule pouvant donner naissance a 
15 Tune quelconque des cellules souches somatiques. 

L'expression « cellules souches somatiques » est definie par exemple comme une 
cellule pouvant donner naissance a un tissu sp6cifique. 

Les cellules souches selon l'invention sont notamment les cellules souches 
somatiques humaines hematopoietiques, encore appelees progeniteurs primitifs 
20 hematopoietiques. 

Selon un mode de realisation avantageux, l'inhibiteur du developpement cellulaire 
utilise avantageusement selon l'invention est choisi dans le groupe constitue par les 
produits de genes controlant le developpement cellulaire vis-a-vis de la differenciation 
cellulaire et/ou de la division cellulaire, les inhibiteurs des kinases cyclines 
25 dependantes, les facteurs controlant Tapoptose ou le vieillissement, et les cytokines (tels 

que les interferons, le TGF-p). Par le terme "cytokines", on designe tous les facteurs de 
croissance, meme si ces facteurs peuvent agir egalement comme des inhibiteurs de la 
croissance dans certaines conditions. 

Comme produits de genes controlant le developpement cellulaire vis-a-vis de la 
30 differenciation cellulaire et/ou de la division cellulaire, on peut notamment citer les 

facteurs de croissance, les cytokines, le produit de genes controlant la differenciation, le 
vieillissement ou Tapoptose. 

Comme inhibiteurs des kinases cyclines dependantes on peut notamment citer le 
gene du retinoblastome, les genes PI 5, PI 6, P21, P27. 



Le gene du retinoblastome est un gene suppresseur de tumeur (anti-oncogene). 
Les genes P15, P16, P21, P27 inhibent le cycle cellulaire. 

Comme facteur controlant l'apoptose, on peut notamment citer les genes bcl-2, 
bax, fas. 

Comme facteur controlant le vieillissement, on peut notamment citer la 
telomerase. 

Comme cytokines pouvant etre des inhibiteurs du developpement cellulaire, on 
peut notamment citer les interferons et en particulier le TGF-p. 

Selon un mode de realisation avantageux, l'invention a pour objet P utilisation 
d'un inhibiteur du developpement cellulaire tel que defini ci-dessus, en association 
sequentielle avec un anti-inhibiteur de la proliferation cellulaire, pour declencher un 
nombre de divisions cellulaires allant de 1 a environ 100, notamment de 1 a environ 10, 
et notamment pour declencher une seule division cellulaire, tout en maintenant l*6tat 
indifT6renci6 des cellules souches,. notamment des cellules souches humaines. 

1/ expression « association sequentielle » signifie que Tanti-inlhibiteur de la 
proliferation cellulaire n'est pas utilise de fa$on simultanee avec Tinhibiteur du 
developpement cellulaire. 

Selon un mode de realisation avantageux, l'invention a pour objet- un proc6d6 de 
multiplication de cellules souches dans un milieu de culture, notammesnt de cellules 
souches humaines, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une 6tape dans laquelle les cellules souches, notamment les cellules souches 
humaines, a Tetat de repos sont sorties de leur etat de repos par la neutralisation de 
1'efFet d'un inhibiteur du developpement cellulaire, et notamment d'un inhibiteur de la 
proliferation cellulaire, produit par les cellules et/ou present dans le milieu de culture, 
de telle sorte qu'il y ait declenchement d'un nombre de divisions cellulaires allant de 1 a 
environ 100, notamment de 1 a environ 10, et notamment d'une seule division 
cellulaire, 

- et, une etape dans laquelle les cellules souches, notamment les cellules souches 
humaines, obtenues a F6tape prec6dente sont inhibees dans leur diff&renciation, a Taide 
d'un inhibiteur du developpement cellulaire. 

L'invention a egalement pour objet un precede de multiplication de cellules 
souches dans un milieu de culture, notamment de cellules souches humaines, caracterise 
en ce qu'il comprend : 



- une etape selon laquelle les cellules souches, notamment les cellules souches 
humaines, k Tetat de division sont empechees d'entrer dans un 6tat de differentiation, a 
Taide d'un inhibiteur du developpement cellulaire, 

- et, une etape selon laquelle les cellules souches, notamment les cellules souches 
humaines, obtenues a T etape precedente sont remises dans leur etat de division, par la 
neutralisation de T effet d'un inhibiteur du developpement cellulaire, et notamment d'un 
inhibiteur de la proliferation cellulaire, de telle sorte qu'il y ait declenchement d'un 
nombre de divisions cellulaires allant de 1 a environ 100, notamment de 1 k environ 10, 
et notamment d'une seule division cellulaire. 

Le precede de multiplication selon Tinvention est caracterise en ce que, au cours 
et a Tissue dudit precede, les cellules souches ainsi multipliees sont maintenues dans un 
etat indifferencie. 

Selon Tinvention, T expression « cellules souches multiplies » a la meme 
signification que l'expression « cellules souches amplifides ». De meme Texpression 
« precede de multiplication » a la meme signification que Texpression « precede 
d'amplification ». 

L'etat de repos des cellules signifie que les cellules ne se differencient pas et ne se 
divisent pas. 

Selon un mode de realisation avantageux, les cellules souches multipliees selon le 
precede de multiplication de Tinvention, sont des cellules souches humaines choisies 
dans le groupe constitue par les cellules souches embryonnaires k Torigine des cellules 
souches somatiques, et les cellules somatiques elles-memes a Torigine du sang et/ou des 
differents tissus solides tels que la peau, le foie, le pancreas, le coeur, le rein, Tos, ou du 
tissu nerveux. 

Le precede de multiplication selon Tinvention est caracterise en ce que les 
cellules souches, notamment les cellules humaines, sont presentes a une concentration 
cellulaire d'environ 1 a environ 10 10 cellules par ml, et notamment a une concentration 
allant d'environ 10 3 a environ 10 10 cellules par ml, et plus particulierement d'environ 
10 4 a environ 10 9 cellules par ml. 

U faut noter que la presente invention s'applique aussi bien aux cellules humaines 
qu'aux cellules animales. 

Dans le precede de multiplication de Tinvention, Tinhibiteur du developpement 
cellulaire est synthetise par les cellules souches, notamment les cellules souches 



humaines, et/ou est ajoute dans le milieu de culture contenant les cellules souches, 
notamment les cellules souches humaines. 

Ledit inhibiteur du developpement cellulaire est synthetis6 par les cellules souches 
et/ou est ajoute dans le milieu de culture : 

(a) avant la premiere division cellulaire, et 

(b) au cours ou a la fin d'un pycle de division (lorsque lesdites cellules se trouvent 
prealablement en etat de division); 

Lorsque rinhibiteur du developpement cellulaire est synthetis6 par les cellules 
souches, il peut etre secrete ou non. 

La quantite d'inhibiteur du developpement cellulaire synth6tis6e par les cellules 
souches, ou ajoutee dans le milieu de culture, doit etre suffisante de fa9on a ce que 
lesdites cellules (a) soient maintenues dans leur etat de repos avant la premiere division 
cellulaire, et (b) soient placees a l'etat de repos lorsqu'elles se trouvaient prealablement 
en etat de division. 

La quantite d' inhibiteur du developpement cellulaire synth6tis£e par les cellules 
souches peut varier de 0,01 pg a 1 mg/ml dans le milieu de culture, et notamment de 0,1 
pg a 10 ng/ml. 

La quantit6 d'inhibiteur du developpement cellulaire ajout6e dans le milieu de 
culture peut varier de 0,1 pg a 1 mg/ml dans le milieu de culture, et notamment de 1 pg 
a 10 ng/ml. 

Selon un mode de realisation avantageux, le proc6de de multiplication selon 
l'invention est caracterise en ce que rinhibiteur du developpement cellulaire est choisi 
dans le groupe constitue par les produits de genes controlant le developpement 
cellulaire vis-a-vis de la differentiation cellulaire et/ou de la division cellulaire, les 
inhibiteurs des kinases cyclines dependantes, les facteurs controlant Tapoptose ou le 
vieillissement, et les cytokines (tels que les interferons, le TGFP). 

Les produits de genes controlant le developpement cellulaire vis-a-vis de la 
differentiation cellulaire et/ou de la division cellulaire, les inhibiteurs des kinases 
cyclines dependantes, les facteurs contrdlant l'apoptose ou le vieillissement, ainsi que 
les cytokines sont notamment ceux decrits ci-dessus. 

Selon un mode de realisation avantageux, rinhibiteur du developpement cellulaire 
est present a une faible concentration dans le milieu de culture contenant les cellules 
souches, et notamment k une concentration allant d' environ 10" 10 mg/ml a 1 mg/ml. 



Le precede de multiplication selon Tinvention est caracterise en ce que la 
neutralisation de Teffet de Tinhibiteur du developpement cellulaire, et notamment de 
Tinhibiteur de la proliferation cellulaire, present dans le milieu de culture, est effectuee 
par : 

- T addition dans le milieu de culture d'un anti-inhibiteur de la proliferation 
cellulaire, et/ou 

- le retrait du milieu de culture de Tinhibiteur du developpement cellulaire, et 
notamment de Tinhibiteur de la proliferation cellulaiire. 

La neutralisation de Teffet de Tinhibiteur du d6veloppement cellulaire permet aux 
cellules souches de sortir de leur etat de repos et de d&dencher au moins une division. 

De preference, lorsque Tinhibiteur du developpement cellulaire est synthetise sans 
etre secrete par les cellules souches, Teffet dudit inhibiteur est neutralise par addition 
dans le milieu de culture d'un anti-inhibiteur de la proliferation cellulaire, qui peut 
pen6trer dans la cellule, tel qu f un oligonucleotide antisens. 

Cependant, lorsque Tinhibiteur du developpement cellulaire est secrete par les 
cellules souches, ou lorsque ledit inhibiteur est ajoute dans le milieu de culture, Teffet 
dudit inhibiteur est neutralise soit par addition dans le milieu de culture d'un anti- 
inhibiteur de la proliferation cellulaire, soit par retrait du milieu de culture de 
Tinhibiteur du developpement cellulaire. 

Le retrait de Tinhibiteur du developpement cellulaire du milieu de culture peut 
notamment etre effectue a Taide d'anticorps bloquants ou par lavage afin de neutraliser 
ledit inhibiteur. 

La quantite d'inhibiteur du developpement cellulaire retiree du milieu de culture 
contenant les cellules souches doit etre suffisante de telle sorte qu'il y ait declenchement 
d'un nombre de divisions cellulaires allant de 1 a environ 100, notamment de 1 a 
environ 10, et notamment d'une seule division cellulaire. 

La quantite d'inhibiteur du developpement cellulaire retiree du milieu de culture 
varie de 0,01 pg a 1 ng/ml, et notamment de 0,1 pg a 10 ng/ml. 

L' inhibiteur du developpement cellulaire retire du milieu de culture appartient 
notamment au groupe des cytokines, des oligonucleotides antisens bloquant 1'expression 
de genes du developpement. 

La quantite d' anti-inhibiteur de la proliferation cellulaire ajoutee dans le milieu de 
culture contenant les cellules souches doit etre suffisante de telle sorte qu'il y ait 
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declenchement d'un nombre de divisions cellulaires allant de 1 a environ 100, 
notamment de 1 a environ 10, et notamment d'une seule division cellulaire. 

La quantite d'anti-inhibiteur de la proliferation cellulaire ajoutee dans le milieu de 
culture varie de 0,1 \xg a 10 mg/ml pour les anticorps bloquants ou de 0,01 joM a 1 mM 
d'oligonucleotide antisens dans le milieu de culture, et notamment de 1 jig,i 100 jig/ml 
pour les anticorps bloquants ou de 0,1 |xM k 100 d'oligonucl6otides antisens. 

L'anti-inhibiteur de la proliferation cellulaire est choisi dans le groupe constitue 
par des oligonucleotides antisens ou des anticorps bloquants et notamment par Panti- 
TGF-p. 

Selon un mode de realisation avantageux, le precede de multiplication selon 
Tinvention est caracterise en ce que ranti-inhibiteur de la proliferation cellulaire est 
present en une concentration allant d* environ 10" 18 k environ 10" 3 g/ml, notamraent 0,1 a 
20 iig/ml, et notamment 4.10" 6 g/ml (4 ng/ml). 

Le precede de multiplication selon Tinvention des cellules souches, notamment 
des cellules souches humaines, est caracterise en ce qu'il comporte, afin d'obtenir un 
nombre suffisant de cellules souches maintenues k T&at indifferencie, un nombre total 
de cycles de divisions (ou d'etats de division) compris entre 1 k 100 cycles, notamment 
entre 5 k 20 cycles; et notamment 10 cycles, 

Selon un mode de realisation avantageux, la duree totale de 1' ensemble des etats 
de repos du proced6 de multiplication selon Tinvention varie de 1 heure k 3 ans, 
notamment de 20 heures a 200 heures, et la duree totale de T ensemble des cycles de 
division du precede de multiplication selon Tinvention varie de 10 heures a 3 ans et 
notamment de 20 heures a 200 heures. 

Selon un mode de realisation avantageux, le precede de multiplication selon 
Tinvention est caracterise en ce que la duree d'un seul etat de repos s'echelonne 
d'environ 1 heure a 3 ans, et est notamment d'environ 6 heures a 72 heures, et en ce que 
la dur£e d'un seul cycle de division s'echelonne d'environ 6 heures a 3 ans, et est 
notamment d'environ 6 heures a 24 heures. 

La duree totale du proced6 de multiplication selon Tinvention comprenant 
Tensemble des etats de repos et de division s'echelonne de 1 jour a 3 ans, et est 
notamment de 1 jour a 15 jours. 



Selon un mode de realisation avantageux, l'ensemble des cycles de repos et de 
division d'un procede de multiplication dure de 1 a 15 jours, et les applications 
envisagees sont la therapie cellulaire. 

Selon un autre mode de realisation, l'ensemble des cycles de repos et de division 
d'un procede de multiplication dure de 1 jour a 3 ans, et les applications envisagees sont 
d'ordre experimental. 

Un procede qui dure 3 ans permet par exemple des experiences de longue duree 
pour etudier la senescence. 

Selon un mode de realisation avantageux, le procede de multiplication des cellules 
souches selon l'invention, et notamment des cellules souches somatiques humaines, 
permet d'obtenir une amplification des cellules souches d'un facteur compris d'environ 
2 a environ 10 12 , et notamment d'environ 2 a environ 10 4 . 

Ainsi, le procede de multiplication selon l'invention permet d'obtenir un nombre 
de cellules souches amplifies et maiiitenues a 1'etat indifferencie, de 2 a 10 12 fois plus 
important que le nombre initial de cellules souches non difF6renciees. 

Selon un mode de realisation avantageux, le milieu de culture du procede de 
multiplication selon l'invention, contient des cellules souches hematopoietiques et 
comprend une ou plusieurs cytokines (ajoutees dans le milieu de culture) choisies dans 
le groupe constitue par les interleukines et les CSF, lesdites cytokines etant presentes a 
ime concentration allant d'environ 10" 8 p-g/ml k environ 1 mg/ml, et notamment 
d'environ 10" 5 jag/ml a 0,1 M-g/ml, et eventuellement d'autres facteurs de croissance. 

Comme cytokines pouvant etre ajoutees dans le milieu de culture, on citera 
notamment les interleukines telles que 11L 1 a 11L 16, les CSF (« colony-stimulating 
factor » (facteurs stimulant les colonies)) tels que le GM-CSF (facteur stimulant les 
colonies granulocytaires et monocytaires), GCSF (facteur stimulant les colonies 
granulocytaires), MCSF (facteur stimulant les colonies monocytaires), SF (Steel factor), 
la TPO (thrombopoietine) ou le FL (Flt-3 ligand). 

Des facteurs de croissance autres que les interleukines et les CSF peuvent etre 
utilises. 

Le procede de multiplication selon l'invention des cellules souches, et notamment 
des cellules souches somatiques humaines, est plus particulierement caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) l'initiation d'un premier cycle de division de cellules souches embryonnaires 
ou somatiques non differenciees dans un milieu de culture, et notamment de cellules 
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souches somatiques hematopoi'etiques, par ensemencement desdites cellules souches 
non difFerenciees a l'etat de repos, a une forte concentration cellulaire initiate, 
notamment a une concentration allant de 10 3 a 10 10 cellules par ml, en presence d'une 
ou de plusieurs cytokines, et par la neutralisation de l'effet de l'inhibiteur du 
developpement cellulaire, et notamment de l'inhibiteur de la proliferation cellulaire, 
present dans le milieu de culture, de telle sorte que les susdites cellules sortent de leur 
etat de repos par le declenchement d'une premiere division cellulaire, 

b) le retour au repos des cellules souches embryonnaires ou somatiques non 
difFerenciees obtenues a l'etape pr6cedente, a l'aide d'un inhibiteur du developpement 
cellulaire, ledit inhibiteur etant synthetise par lesdites cellules souches, ou etant ajoute 
dans le milieu de culture, 

c) le lavage 6ventuel des cellules souches embryonnaires ou somatiques non 
differenciees obtenues a l'etape precedente, afin d'eliminer les catabolites et l'inhibiteur 
du developpement cellulaire, et notamment l'inhibiteur de la proliferation cellulaire 
eventuellement presents dans le milieu de culture, 

d) la dilution eventuelte des cellules souches embryonnaires ou somatiques non 
difFerenciees obtenues a l'6tape pr6c6dente afin de maintenir une concentration 
cellulaire optimale allant d' environ 100 k 10. 10 cellules par ml, 

e) la repetition successive des cycles de division et de repos decrits ci-dessus 
jusqu'a ce que le facteur d 'amplification des cellules soit suffisant pour obtenir le 
nombre de cellules souches souhaitees, et notamment soit de 2 fois a environ 10 12 fois le 
nombre de cellules souches embryonnaires ou somatiques non differenci6es initiates, ce 
qui correspond a une duree totale du procede de multiplication d'environ 1 jour a 3 ans, 
et notamment de 1 jour a 15 jours, 

f) 1* arret de la multiplication des cellules souches embryonnaires ou somatiques 
non difFerenciees pour les stocker, les utiliser ou les faire se differencier in vitro. 

Les modalites des differentes etapes du procede de multiplication des cellules 
souches selon 1' invention sont celles deja decrites ci-dessus. 

Ainsi, la quantit6 d'anti-inhibiteur de la proliferation cellulaire ajout6e dans le 
milieu de culture, ou la quantite d'inhibiteur du developpement cellulaire retiree du 
milieu de culture contenant les cellules souches, doit etre suffisante afin qu'il y ait 
declenchement d'une premiere division cellulaire. 
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Selon un mode de realisation prefere, Tinhibiteur du developpement cellulaire est 
le TGF-P; le TGF-p est synthetise par les cellules souches somatiques 
hematopoietiques elles-memes en une quantite allant de 0,01 pg a 1 ng/mL 

Le TGF-p est ensuite neutralise par l'ajout dans le milieu de culture d'un anti- 
inhibiteur de la proliferation cellulaire : Tanti-TGF-p. L'anti-TGF-P est ajoute en une 
quantite allant de 0,1 jag a 100 |ug/ml d'anticorps ou 0,1 jjM k 10 jiM ^oligonucleotides. 

Le retour au repos des cellules souches somatiques hematopoietiques, notamment 
decrit dans Tetape b) ci-dessus, est obtenu par le TGF-p synthetise par lesdites cellules 
souches elles-memes (ou d'autres inhibiteurs ajoutes). 

L'etape de lavage © decrite ci-dessus permet notamment de neutraliser 
Tinhibiteur TGF-p forme au cours ou a la fin d'un cycle de division precedent afin de 
permettre la division suivante. 

L'etape de dilution (d) decrite ci-dessus, maintenant une concentration cellulaire 
optimale permet a la fois : 

- le retour rapide a l'etat de repos des cellules souches, du a une synthese rapide 
desdites cellules de Tinhibiteur du developpement cellulaire, notamment du TGF-p, 

- une division non moins rapide des cellules souches apres chaque etat de repos, 
en presence d'anti-inhibiteur de la proliferation cellulaire, notamment d'anti-TGF-p. 

Le TGF-p ralentit le processus de differentiation des cellules souches tout au long 
du procede de multiplication, a savoir au cours et a la fin des differents cycles de repos 
et de division. 

L'etape d'arret f) decrite ci-dessus peut etre effectuee en lavant lesdites cellules 
souches ainsi multipliees, en les congelant, ou en les mettant dans un miheu de 
differentiation. 

Le milieu de differentiation dans lequel sont mises les cellules souches ainsi 
multipliees et maintenues dans un etat indifferencie selon le procede de la presente 
invention, est choisi en fonction du tissu ou de Torgane que Ton cherche a reconstituer. 

Par exemple, si Ton veut obtenir des cellules erythroides, on utilisera un milieu de 
culture contenant de Terythropoietine (EPO). 

Le procede de multiplication selon Tinvention permet d'obtenir des productions 
importantes de cellules souches, lesdites cellules souches etant maintenues dans un etat 
indifferencie au cours des differents cycles de repos et de division dudit proced6. On 
obtient ainsi des productions importantes de cellules immatures sous un volume reduit. 



12 

La presente invention a pour objet Tutilisation des cellules souches humaines non 
differenciees et amplifiees telles qu'obtenues selon le precede de Tinvention decrit ci- 
dessus, pour reconstituer du sang humain et/ou des tissus solides ou organes humains. 

Ainsi, les cellules souches humaines non differenciees et amplifiees telles 
qu'obtenues selon le precede de Finvention, peuvent notamment etre utilisees pour 
amplifier des prelevements insuffisants de sang de cordon ombilical, de moelle osseuse 
ou de sang peripherique, ou pour la transplantation de cellules souches 
hematopoietiques. 

Les cellules souches humaines non differenciees et amplifiees telles qu'obtenues 
selon le precede de l'invention, peuvent egalement servir pour des etudes sur le genome 
humain (expression et fonction des genes du developpement humain). 

Legende des figures 

Les figures 1A et IB represented l'effet du TGF-P sur le maintien de Tetat 
indiff6rencie des cellules CD34 + . 

Le colorant PKH26 qui se fixe a la membrane des cellules permet de determinCT le 
nombre de divisions que la cellule a effectue : apres un doublement de la cellule, 
Tintensite du colorant est divisee par 2, apres 2 doublements par 4 etc. On obtient ainsi 
differentes populations se deplafant vers la droite. 

En conditions de culture sans TGF-p (20 000 cellules par ml) (Fig. 1A), les 
cellules se divisent et apres 3 jours, les cellules qui se sont divisees plus d'une fois ne 
contiennent que 1.1% de cellules CD34 +fort . 

En conditions de culture selon Finvention, la concentration de TGF-P etant plus 

elevee (30 pg/ml de TGF-P) (Fig. IB), on observe un pourcentage plus el eve de cellules 
CD34+ fort 

EXEMPLE : PROCEDE DE MULTIPLICATION DE CELLULES SOUCHES 
HEMATOPOIETIQUES 



Materiels et methodes 
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Les cellules souches utilisees dans Texemple ci-dessous sont plus 
particulierement des cellules souches somatiques huraaines hematopoietiques provenant 
de sang de cordon ombilical et caracterisees par le marqueur de membrane CD34+. 
Dans ce qui suit, lesdites cellules seront denommees « cellules CD34+ ». 

1) Marquage des cellules CD34+ 

Les cellules CD34+ sont diluees dans PBS (phosphate buffer saline) / BSA 
(bovine serum albumine) (0,2%) et incubees avec des anticorps anti-CD34+ conjugues a 
du FITC (fluoroisothiocyanate)(clone 8G12; Becton Dickinson, San Jose, CA) pendant 
30 minutes a 4°C puis lavees 2 fois en PBS/BSA. Le controle est constitue par des 
cellules incubees avec des IgGl non specifiques conjuguees au FITC. 

Pour detecter le colorant permettant de suivre la proliferation des cellules, les 
CD34+ sont marquees avec le colorant PKH26 (Sigma, France) selon les instructions du 
fabricant. 

Les cellules avec une intensity moyenne de PKH26 sont triees dans une fenetre 
representant environ 10% de la largeur complete. Ceci correspond environ a 20% des 
cellules CD34-K Quatre aliquots de 400 cellules sont utilises en test HPP-Q. Le reste 
des cellules au repos et des cellules qui proliferent sont triees et cultivees en milieu 
semi-solide. Des billes calibr^es (Coulter-Beckman) sont utilisees pour standardiser les 
analyses entre le jour 0 et le jour 3. 

Description du test HPP-O (High Proliferative Potential-Quiescent Cell) 

Le test HPP-Q permet de verifier que Tinhibiteur du developpement cellulaire, 

notamment le TGF-p, maintient les cellules souches, notamment hematopoietiques, au 

repos. 

Plus particulierement, le test HPP-Q consiste a determiner le degre de maturite de 
cellules souches, notamment hematopoietiques, et est caracterise en ce qu'il comprend 
les etapes suivantes : 

- on effectue la culture d'un premier ensemble de cellules souches, notamment 
hematopoietiques, dans un milieu approprie a leur culture, ledit milieu ne contenant pas 
de moyens de blocage d'au moins un inhibiteur du developpement cellulaire tel le 
TGF-P, pendant environ 14 a environ 28 jours, de preference 1 8 jours, 
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- on effectue la culture d'un deuxieme ensemble de cellules souches, notamment 
hematopoietiques, de meme nature et de meme degre de maturite que celles 
mentionnees ci-dessus, dans un milieu approprie contenant des moyens de blocage d'au 
moins un inhibiteur du developpement cellulaire, ces moyens de blocage etant presents, 
dans le milieu de culture a une concentration efBcace, 

- on compare, 18 jours apres la mise en culture de chacun des deux ensembles de 
cellules souches, le nombre et la nature des colonies, la difference des sommes des 
colonies k haut potentiel proliferatif (HPP-CFC = progeniteur formant une colonie a 
haut potentiel proliferatif, HPP-MEG = progeniteur megacaiyocytaire a haut potentiel 
proliferatif, HPP-GEMM = progeniteur granulocytaire erythrocytaire monocytaire 
megacaiyocytaire a haut potentiel proliferatif) respectivement dans celle du deuxieme 
ensemble et celle du premier ensemble. 

devaluation de la maturity ou de l'immaturite de cellules souches correspond a 
T observation suivante. 

Apres 18 jours, on observe au microscope le nombre et la nature des colonies : on 
compte le nombre de colonies mixtes constitutes de cellules de la lign6e rouge et d'un 
ou de plusieurs types de la lignee blanche. Le nombre de colonies mixtes est plus eleve 
lorsque la population cellulaire mise en culture est immature, c'est-a-dire constitute de 
cellules plus jeunes dont certaines sont au repos. D'autre part, plus la cellule qui a 
donne naissance a la colonie est immature, voire au repose plus son potentiel de 
proliferation est grand, done la colonie provenant de cette cellule une fois activee sera 
plus importante en taille. 

2) Culture des cellules CD34+ 

Les cellules CD34+ ont ete ensemencees a une concentration cellulaire de 10 6 
cellules par ml dans des plaques de culture de 24 puits k raison de 1 ml par puits au jour 
JO. Lesdites cellules ont et6 ensemencees dans un milieu sans serum, contenant des 
cytokines et un inhibiteur du TGF^(J (anti TGF-p). 



15 



« Milieu » : 

SBA (milieu sans serum avec albumine) + 

SF(« Steel Factor ») 10 ng/ml 

TPO (Thrombopoietine) 1 0 ng/ml 

FL (Ligand FLO) 50 ng/ml 

IL6 (Interleukine 6) 10 ng/ml 

Anti-TGFp 4 jig/ml 



Les cellules CD34+ sont incubees a 37°C dans une atmosphere avec 5% de C02 
et une saturation d'humidite a 97%. 

Tous les 2 jours, le volume de la culture est mesure, le nombre de cellules CD34+ 
est compte, et la viabilite desdites cellules est determinee. 

Apres avoir compte le nombre de cellules CD34+ contenues dans la culture, on 
enleve le volume necessaire pour ne laisser que 10 6 cellules par puits. 

On reajuste le milieu en volume, en cytokines ou facteurs de croissance et en 
inhibiteur du TGF-p. 

Tous les 8 jours, un tri est effectue pour evaluer les cellules CD34 + et CD38* et la 
capacite proliferative des cellules CD34 + est evaluee en test HPP-Q. 

Regulidrement, les resultats du test HPP-Q sont confirmes par un test en souris 
immunodeficientes (SCID-NOD). 

Le protocole du precede selon Tinvention permet de cultiver les cellules dans un 
microbioreacteur qui maintient les conditions de milieux constantes pour ce qui est des 
catabolites et anabolites (cytokines et inhibiteurs exclus). 

L'ensemencement des cellules CD34+ a une forte concentration cellulaire permet 
de creer un bioreacteur a forte concentration cellulaire, et ainsi de reduire les volumes 
de culture. 



Principe du bi oreacteur ou microbioreacteur 

Le microbioreacteur est constitue d ! une chambre de culture, de taille adaptee au 
nombre de cellules et a leur densite cellulaire (1 a 100 ml), separee d ! une chambre de 
dialyse par une membrane, et eventuellement d'une chambre gazeuse par une autre 
membrane, pour maintenir constants les constituants du milieu. 

Des micro detecteurs permettent de controler differents parametres dans la 
chambre de culture : pH, C0 2 , 0 2 , glucose, lactate, etc. 
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Des entrees et des sorties permettent de renouveler ou de modifier les milieux de 
cultures, ou d'ajouter ou de retirer des cellules. 

L'ensemble du microbioreacteur peut etre automatise par des pompes et des 
programmateurs informatises. 
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RE VENDICA TIONS 

1. Utilisation d'un inhibiteur du developpement cellulaire de fa9on controlee pour 
maintenir Fetat indifferencie de cellules souches, notamment de cellules souches 
humaines, tout en permettant leur division cellulaire. 

2. Utilisation d'un inhibiteur selon la revendication 1, dans laquelle les cellules 
souches sont des cellules humaines choisies dans le groupe constitud par les cellules 
souches embryonnaires a Forigine des cellules souches somatiques, et/ou les cellules 
souches/progeniteurs somatiques elles/eux mdmes a Forigine du sang et/ou de differents 
tissus solides tels que la peau, le foie, le pancreas, le cceur, le rein, Fos, ou du tissu 
nerveux. 

3. Utilisation d'un inhibiteur selon la revendication 1 ou la revendication 2, dans 
laquelle Finhibiteur du developpement cellulaire est choisi dans le groupe constitue par 
les produits de genes contr61ant le developpement cellulaire vis-a-vis de la 
differenciation cellulaire et/ou de la division cellulaire, les inhibiteurs des kinases 
cyclines dependantes, les facteurs controlant Fapoptose ou le vieillissement, et les 
cytokines (tels que les interferons, le TGFP). 

4. Utilisation d'un inhibiteur selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, en 
association s6quentielle avec un anti-inhibiteur de la proliferation cellulaire, pour 
declencher un nombre de divisions cellulaires allant de 1 a environ 100, notamment de 1 
a environ 10, et notamment pour declencher une seule division cellulaire, tout en 
maintenant Fetat indifferencie des cellules souches, notamment des cellules souches 
humaines. 

5. Precede de multiplication de cellules souches dans un milieu de culture, 
notamment de cellules souches humaines, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une 6tape dans laquelle les cellules souches, notamment les cellules souches 
humaines, a Fetat de repos sont sorties de leur etat de repos par la neutralisation de 
refifet & im inhibiteur du developpement cellulaire, et notamment d'un inhibiteur de la 
proliferation cellulaire produit par les cellules et/ou present dans le milieu de culture, de 
telle sorte qu'il y ait declenchement d'un nombre de divisions cellulaires allant de 1 a 
environ 100, notamment de 1 a environ 10, et notamment d'une seule division 
cellulaire, 

- et, une etape dans laquelle les cellules souches, notamment les cellules 
humaines, obtenues a F etape precedente sont inhib6es dans leur differenciation k Faide 
d'un inhibiteur du developpement cellulaire. 
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6. Precede de multiplication selon la revendication 5, caracterise cn ce que a 
Tissue du procede de multiplication, les cellules souches ainsi multipliees sont 
maintenues dans un etat indifferencie. 

7. Procede de multiplication selon la revendication 5, caracterise en ce que les 
cellules souches sont des cellules humaines choisies dans le groupe constitud par les 
cellules souches embryonnaires a l'origine des cellules souches somatiques, et les 
cellules somatiques elles memes a l'origine du sang et/ou des differents tissus solides 
tels que la peau, le foie, le pancreas, le coeur, le rein, Fos, ou du tissu nerveux. 

8. Procede de multiplication selon Tune des revendications 5 & 7, caract6rise en ce 
que les cellules souches, notarnment les cellules humaines, sont presentes a une 
concentration cellulaire d'environ 1 a environ 10 10 cellules par ml, et notarnment a une 
concentration allant d' environ 10 3 a environ 10 10 cellules par ml, et plus 
particulierement d'environ 10 4 k environ 10 9 cellules par ml. 

9. Procdde de multiplication selon Tune quelconque des revendications 5 a 8, 
caracterise en ce que Pinhibiteur du developpement cellulaire est synth6tis6 par les 
cellules souches, notarnment les cellules souches humaines, et/ou est ajout£ dans le 
milieu de culture contenant les cellules souches, notarnment les cellules souches 
humaines. 

10. Procede de multiplication selon Tune quelconque des revendications 5 a 

9, caracterise en ce que l'inhibiteur du developpement cellulaire est choisi dans le 
groupe constitue par les produits de genes controlant le developpement cellulaire vis-a- 
vis de la differenciation cellulaire et/ou de la division cellulaire, les inhibiteurs des 
kinases cyclines dependantes, les facteurs controlant Tapoptose ou le vieillissement, et 
les cytokines (tels que les interferons, le TGFp) 

11. Procede de multiplication selon Time quelconque des revendications 5 k 

10, caract6ris6 en ce que l'inhibiteur du developpement cellulaire est present a une 
faible concentration dans le milieu de culture contenant les cellules souches, et 
notarnment a une concentration allant d'environ 10" 10 mg/ml a 1 mg/ml. 

12. Procede de multiplication selon Tune quelconque des revendications 5 a 

11, caracterise en ce que la neutralisation de Feffet de Tinhibiteur du developpement 
cellulaire, et notarnment de Tinhibiteur de la proliferation cellulaire, present dans le 
milieu de culture, est effectuee par 
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- P addition dans le milieu de culture, en quantite appropriee, d'un anti-inhibiteur 
de la proliferation cellulaire tel qu'un anti-TGF-p, et/ou 

- le retrait du milieu de culture de Pinhibiteur du developpement cellulaire, et 
notamment de rinhibiteur de la proliferation cellulaire, appartenant notamment au 
groupe des cytokines. 

13. Precede de multiplication selon Tune quelconque des revendications 5 k 

12, caract6rise en ce que P anti-inhibiteur de la proliferation cellulaire est present en une 
concentration allant d'environ 10" 18 k environ 10" 3 g/ml. 

14. Precede de multiplication selon Tune quelconque des revendications 5 a 

13, dans lequel le milieu de culture contient des cellules souches hematopoietiques et 
comprend une ou plusieurs cytokines (ajout6es dans le milieu de culture) choisies dans 
le groupe constitue par les interleukines et les CSF, lesdites cytokines &ant presentes a 
une concentration allant d'environ 10' 8 |J.g/ml k environ 1 mg/ml, et notamment 
d' environ 10" 5 jig/ml £L 0,1 p,g/ml. 

15. Precede de multiplication selon Pune quelconque des revendications 5 a 

14, caractSrise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) Pinitiation d'un premier cycle de division de cellules souches embryonnaires 
ou somatiques non difFerenciees dans un milieu de culture, et notamment de cellules 
souches somatiques hematopoietiques, par ensemencement de cellules souches 
embryonnaires ou somatiques non difFerenciees a Petat de repos, k une forte 
concentration cellulaire initiale, notamment a une concentration allant de 10 3 a 10 10 
cellules par ml, en presence d'une ou de plusieurs cytokines, et par la neutralisation de 
Peffet de Pinhibiteur du developpement cellulaire, et notamment de Pinhibiteur de la 
proliferation cellulaire, present dans le milieu de culture, de telle sorte que les susdites 
cellules sortent de leur etat de repos par le declenchement d'une premiere division 
cellulaire, 

b) le retour au repos des cellules souches embryonnaires ou somatiques non 
difFerenciees obtenues a Petape precedente, a Paide d'un inhibiteur du developpement 
cellulaire, ledit inhibiteur etant synthetise par lesdites cellules souches, ou etant ajoute 
dans le milieu de culture, 

c) le lavage eventuel des cellules souches embryonnaires ou somatiques non 
difFerenciees obtenues a Petape prec6dente, afin d'eliminer les catabolites et Pinhibiteur 
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du developpement cellulaire, et notamment l'inhibiteur de la proliferation cellulaire 
eventuellement presents dans le milieu de culture, 

d) la dilution eventuelle des cellules souches embryonnaires ou somatiques non 
differenciees obtenues a l'etape precedente afin de maintenir une concentration 
cellulaire optimale allant d'environ 100 a 10 10 cellules par ml, 

e) la repetition successive des cycles de division et de repos decrits ci-dessus 
jusqu'& ce que le facteur d'amplification des cellules soit suffisant pom- obtenir le 
nombre de cellules souches souhaitees, et notamment soit de 2 fois a environ 10 12 fois le 
nombre de cellules souches embryonnaires ou somatiques non differenciees initiales, ce 
qui correspond a une duree totale du procdde de multiplication d'environ 1 jour a 3 ans, 
et notamment de 1 jour k 15 jours, 

f) r arret de la multiplication des cellules souches embryonnaires ou somatiques 
non differenciees pour les stocker, les utiliser ou les faire se differencier in vitro. 

16. Proc6de de multiplication selon Tune quelconque des revendications 5 a 
15, caract6rise en ce que la duree d'un seul etat de repos s'echelonne d'environ 1 heure 
a 3 ans, et est notamment d'environ 6 heures a 72 heures, et en ceque la durie d'un seul 
cycle de division s'echelonne d'environ 6 heures a 3 ans, et est notamment d'environ 6 
heures k 24 heures. 

17. Utilisation des cellules souches humaines non differenciees et 
amplifiees telles qu'obtenues selon le proced6 de Tune quelconque des revendications 5 
& 16, pour reconstituer du sang humain et/ou des tissus solides ou organes humains. 
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